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© Verwendung Bi- und trispezifische Antikdrper zur Induktion einer Tumorimmunitat 

@ Verwendung eines intakten bispezifischen oder trispe- a Tumorztlle 
zifischen Antikdrpers mit den nachfolgenden Eigenschaf- 
ten und Wirkungen: 

(a) bindet an erne T-Zelle und vermittelt ihr ein 1. Aktivie- 
rungssignal; 

(b) bindet an tumorassoziierte Antigene auf einer Tumor- 
zefle; 

(c) bindet durch seinen Fc-Teil (bei bispezifischen Anti- 
korpern) oder eine dritte Spezifttat (bei trispezifischen An- 
tikorper n) an den Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor positiven 
Zellen; 

(d) aktiviert die Fc-Rezeptor positive Zelle durch seine 
Bindung an die Fc-Rezeptor positive Zelle, wodurch die 
Expression von Cytokine n und/oder von kosti mu I ato ri- 
sen en Antigenen initiiert oder erhoht wird; 

(e) die kostimulatorischen Antigene ubertragen an die 
T-Zelle zumindest ein 2. Aktivierungssignal, das fur eine b 
physiologische Aktivierung der T-Zelle benottgt wird, wo- 
bei sich diese Aktivierung in der Hoch regulation von Akti- 
vierungsmarkern, der Zerstorung der Tumorzelle und/ 
oder in einer Proliferation der T-Zelle zeigt; 
zur Induktion einer Tumorimmunitat bei Men sen und Tier. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung intakter bispezifischer Antikorper zur Induktion einer TXimorimmunitat bei 
Mensch und Tier. 

s Maligne Erkrankungen des Menschen, beispielsweise Brustkrebs im fortgeschrittenen Stadium, haben trotz der Fort- 
schritte der Chemo- und Radiotherapie in den letzten Jahren noch immer eine auBerst ungUnstige Prognose. Eine Heilung 
dieser Erkrankungen ist nicht moglich. Es ist daher notwendig, ncue Behandlungsstrategien zu cntwickcln. GroBc HofF- 
nungen werden dabei auf immuntherapcutischc Ansatze gesctzt, mittcls derer das Immunsystcm dcs Paticnten dazu ge- 
bracht werden soil, den 1\imor abzustoBen. Es ist bekannt, daB auf Tumorzellen tumorassoziierte Antigene vorkommen 

10 und daB das Immunsystem prinzipiell durchaus in der Lage ist, diese zu erkennen und die malignen Zellen anzugreifen. 
Tumoren haben jedoch verschiedene Strategien entwickelt, die es ihnen erlauben, sich der Immunantwort zu entziehen. 
Dies gelingt ihnen z. B. durch ungenugende Presentation von tumorassoziierten Antigenen und/oder durch unzurei- 
chende Aktivierung der in derRegel vorhandenen tumorspezifischen T-Zellen. 
Bei etwa 43 000 Neuerkrankungen/Jahr steht Brustkrebs an der Spitze der Krebsstatistik fur Frauen in Deutschland, 

15 Weniger als ein Drittel der Frauen mil Lymphknotenbefall bei Diagnose leben 10 Jahre ohne RQckfall. 

Vor diesem Hintergrund wird seit einigen Jahren versucht, mit Hilfe der autologen Knochenmark- und Blutstammzell- 
Transplantation in Verbindung mit der Hoch-Dosis-Therapie Patientinnen mit ausgedehntem Lymphknotenbefall und 
Femmetastasen eine Lebensverlangerung oder sogar Heilung zu ermoglichen. Trotz hoher Ansprechraten bei der Hoch- 
Dosis-Therapie ist eine Heilung im metastasierten Stadium selten. 

20 Immuntherapeutische Ansatze beim Mamma- Karzinom beschrankten sich bisher auf Methoden zur unspezifischen 
Stimulation wie die Behandlung mit BCG oder Levamisol, sowie den Einsatz von LAK- und NK-Zellen mit IL-2 (15, 
16). Eine Lebensverlangerung konnte mit bisher eingesetzten Formen von Immuntherapie nicht nachgewiesen werden, 
die Behandlung mit BCG war sogar eher nachteilig (15). Nachdem unspezifische Aktivierungen von Zellen auch bei an- 
deren Tuniorarten wenig Erfolg gehabt haben, sollte nun versucht werden, eine spezifische Immunreaktion in Gang zu 

25 bringen. 

Fiir die Tumortherapie wurden beispielsweise T-Zell-redirigierende bispezifische Antikorper verwendet. Diese binden 
mit einem Bindungsarm an einen T-Zell-Rezeptorkomplex und mit dem zweiten Bindungsarm an ein tumorassoziiertes 
Antigen auf einer lYimorzelle. Durch die daraus resultiercnde Aktivierung der T-Zelle und der raumlichen Nahe der Tu- 
morzelie wird letztere durch Apoptose-Induklion bzw. Cytokine wie TNF-a oder Perforin zerstort. 
30 Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein neues Mittel bereitzustellen, um maligne Erkrankungen des Men- 
schen zu-therapieren. 

Diese Aufgabe. wird erfindungsgemaB durch die im Anspruch 1 naher gekennzeichneten Merkmale gelost. Bevorzugte 
Ausgestaltung gen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspriichen. 

Die Erfindung offenbart somit die An wendung intakter bispezifischer oder trispczifischer Antikorper mit den nachfol- 
35 genden Eigenschaften und Wirkungen: 

(a) bindet an eine T-Zelle und vermittelt ibr ein 1. Aktivierungssignal; 

(b) bindet an tumorassoziierte Antigene auf einer 'Rimorzelle; 

(c) bindet durch seinen Fc-Teil (bei bispezifischen Antikorpem) oder eine dritte Spezifitat (bei trispezifischen An- 
40 * tikofpern) an den Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor positiven Zellen; 

(d) aktiviert die Fc-Rezeptor positive Zelle durch seine Bindung an die Fc-Rezeptor positive Zelle, wodurch die 
Expression von Cytokines und/oder kostimulatorischen Antigenen initiiert oder erhoht wird; 

(e) die kostimulatorischen Antigene tibertragen an die T-Zelle zumindest ein 2. Aktivierungssignal, das fur eine 
physiologische Aktivierung der T-Zelle benotigt wird, wobei sich diese Aktivierung in der Hochregulation von Ak- 

45 tivierungsmarkem, der Zerstdrung der TYimorzelle und/oder in einer Proliferation der T-Zelle zeigt 

zur Induktion einer Ibmorimmunitat bei Mensch und Her. 

Die erfindungsgemSB angewandten Antikorper sind bevorzugt in der Lage, die tumorspezifischen T-Zellen, die Uber 
den T-Zell-Rezeptor ein tumorspezifisches Peptid, welches Uber MHC Klasse I und/oder Klasse II auf Tumorzellen pra- 
50 sentiert wird, erkennen, nach Bindung durch den bispezifischen oder trispezifischen AntikSrper, wie unter (e) beschrie- 
ben, zu aktivieren. 

Die erfindungsgemSB eingesetzten Antikorper sind weiterhin zur Reaktivierung von in Anergie befindlichen, tumor- 
spezifischen T-Zellen befahigt Weiterhin sind sie zur Induktion von tumorrcaktiven Komplement-bindenden AntikSr- 
pern und damit zur Induktion einer humoralen Immunantwort in der Lage. 
55 Die Bindung erfolgt bevorzugt uber CD3, CD2, CDS, CD28 und/oder CD44 an die T-Zelle. Die Fc-Rezeptor positiven 
Zellen weisen zumindest einen Fcy-Rezeptor I, II oder IE auf. 

ErfindungsgemaB verwendbare Antikorper sind zur Bindung an Monozyten, Makrophagen und/oder Dendriten als 
FcY-Rezeptor I positive Zellen befahigt. 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren AntikSrper bewirken, daB die Expression von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/ 
60 oder LFA-3 als kostimulatorische Antigene oder/und die Sekretion von Cytokinen durch die Fc-Rezeptor positive Zelle 
initiiert oder erhoht wird. Die Cytokine sind bevorzugt IL-1, IL-2, IL-4, 11^6, IL-8, IL-12 und/oder TNF-a. 

Die Bindung an die T-Zelle erfolgt bevorzugt uber den T-Zell-Rezeptor-Komplex der T-Zelle. 

Der erfindungsgemaB anwendbare bispezifische Antikorper ist bevorzugt ein anti-CD3 X anti-Himor-assoziiertes An- 
tigen- und/oder anti-CD2 X anti-Himor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD5 X anti-Himor-assoziiertes Antigen- 
65 und/oder anti-CD28 X anti-1\imor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-1\imor-assoziiertes Antigen- Anti- 
korper. 

Der erfindungsgemaB einsetzbare trispezifische Antikorper ist bevorzugt ein anti-CD3 X anti-Himor-assoziiertes An- 
tigen- und/oder anti-CD2 X anti-1\imor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- 
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und/oder anti-CD28 X anti-Tlimor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X an ti-T\i mor- assoziiertes Antigen-Anti- 
korper mit einem zus&zlichen anti-Fc-Rezeptor-Bindungsarm. 

Bezugnehmend auf das Merkmal (a) wird das 1. Signal beispielsweise iiber den T-Zell-Rezeptor-Komplex der T-Zelle 
Ubertragen und kann damit, fur sich allein betrachtet, zu einer unphysiologischen Aktivierung der T-Zelle ftihren. Die 
Zelle wird hierdurch anergisiert und kann auf T-Zell-Rezeptor vermittelte Stimuli nicht mehr angemessen reagieren. 
Durch die erfindungsgemSBen bispezifischen oder trispeziflschen AntikSrper wird zusatzlich gleichzeitig durch die ko- 
slimulatorischen Antigene auf der Fc-Rezeptor posiliven Zelle an die T-Zelle ein 2. Aktivierungssignal Ubertragen, das 
zu einer physiologischen Aktivierung der T-Zelle und in der Folge entweder zu einer Zerstorung der TYimorzelle und/ 
oder einer Proliferation der T-Zelle fUhrt Als wei teres Kriterium fur die Aktivierung der T-Zelle kann die Hochregula- 
tion von OberAachenantigenen wie z. B. CD2, CD25 und/oder CD28 und/oder die Sekretion von Cytokinen wie z. B. IL- 
2 herangezogen werden. 

Mit den erfindungsgemafi verwendeten bsAk werden also T-Zelien aktiviert und gegen die TVimorzellen redirigiert, 
Unspezifische Aktivierungen von T-Zellen batten in der Immuntherapie generell wenig Erfolg. 

Bevorzugte Antikorper sind heterologe bispezifische Antikorper, die aus einer oder mehreren der nachfolgenden Iso- 
typkombinationen ausgewahlt werden: 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG2a, 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG2b, 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG3, 
Ratte-rgG2b/Human-IgG 1 , 
RaUe- IgG2b/Human- IgG2, 

Ratte-IgG2b/Human-IgG3 [orientaler Allotyp G3m(st) = Bindung an Protein A]-, 

Ratte-IgG2b/Human-IgG4, 

Ratte-IgG2b/Ratte-IgG2c, 

Maus-IgG2a/Human-IgG3 [kaukasische Allotypen G3m(b+g) = keine Bindung an Protein A, im folgenden mit * ge- 
kennzeichnet] 

Maus-IgG2a/Maus-[VH-CHl,VI^CL]-Human-IgGl-[Hmge]-Human^ 
Maus-IgG2a/Ratte-[VH-OIl,VL-CL]-Human-IgGl-tHinge].Human-Ig^ 
Maus-IgG2a/Human-[VH-CTl,VL-CL]-Human-IgGl-[Hinge]-Human-I^ 
Maus-[VH-OIl,VI^CL]-Human-IgGl/Ratte-[VH-CHl f VL.CX]-Hum^ 

Maus- [VH-CH1 ,Vl^CL]-Human-IgG4/Ratte-[VH-CH 1 , VL-CL]-Human-IgG4-[Hinge]-Human-IgG4[N-terminale Re- 
gion von CH2]-Human-IgG3*[C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3*[CH3] 
RaUe-IgG2b/Maus-[VH-ail,VL-CL]-Hiiman-IgGl-[Hinge-CH2-CH3] 
Ratte-IgG2b/Maus-[VH-OIl,VL-CX]-Human-IgG2-[Hinge-CH2-CH3] 
Ratte-IgG2b/Maiis-[VH-ail,VL-CX]-Human4gG3-[Hinge<:m-CH3^ orientaler Allotyp] 
Ratte-IgG2b/Maus-[VH-an,VIX^ 
Human-IgGl/Human-[VH-CHl,VL-OJ-Hum 

Human-IgGl/Ratte-[\TC-CHl,VT-CL]-Hu Region von CH2]-Human- 

IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3*[CH3] 

Human-IgGl/Maus-[VTI-CHl,VTXX]-Hun^^ [N-terrninale Region von CH2]-Human- 

IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3*[CH3] 

Human-IgG 1 /Ratte- [ VH-CH 1 , VIXJL)-Human-IgG 1 - [Hinge]-Human-IgG2 [N-terrninale Region von CH2]-Human- 
IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3*[CH3] 

Human-IgG 1/Maus- [VH-CH 1 , VL-CL]-Human-IgG 1 - [Hinge]-Human-IgG2 [N-terrninale Region von CH2]-Human- 

IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3* [CH3] 

Human-IgGl/Ratte4VH<m,\OXX]-Hum 

Human-IgGl/Maus-[VH-Cin,VL-^ 

Human-IgG2/Human-[VH-OIl,VlAX]-Human-IgG2-P^ 

Human-IgG4muman-[VH-ClIl,VIXX]-Human4gG4-[Hinge]-Human-IgG3*-i^^ 

Human-IgG4/Human-[VH-OTl,VIXX]-Human-IgG4-[mng [N-terrninale Region von CH2]-Human- 

IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3* [CH3] 
Maus-IgG2b/Ratte-[VH-an f VX-0^ 

Maus-IgG2b/Human-[VH-CTIl,V]^CLl-Human-IgGl-[Hinge]-Human-I^ 
Maus-IgG2bMaus-[\TC-On,\aX^ 

Die beiliegcnden Abbildungen dienen zur weitercn Veranschaulichung der Erfindung. Die Abbildungen zeigen: 

Abb. 1 die Rolle von akzessorischen Zellen bei der T\imor-Irnmuntherapie mit bispezifischen Antikorpem. 

Abb. 2 die graphische Darstellung der Ergebnisse des in vivo- Versuchs. 

Abb. 3 Beispiel fur einen bispezifischen Antikorper der Erfindung. 

Abb. 4 Trispezifischer F(ab>2-Antikorper 

Abb. 5 TYispezifischer scFv-Antikorper. 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe zielt darauf ab, durch eine effiziente T-Zell-Antwort gegen TYimorzellcn eine Immu- 
nitat gegen TYimore, insbesondere eine I^gzeit-T\imorimmunitat, zu induzieren. Dies wird erreicht durch Redirektion 
von T-Zellen an TYimorzellen mittels intakter bispezifischer Antikorper (bsAk) und gleichzeitiger Bindung von Fc-Re- 
zeptor positiven Zellen an den Fc-Teil des bsAk. Wichtig dabei ist, daB die Fc-Rezeptor positive Zelle durch Bindung 
von (an der T-Zelle bzw. Tumorzelle) immobilisierten intakten bsAk an den Fc-Rezeptor aktiviert wird. Erfindungsge- 
maB wird untcr "Himor-Langzeitimmunitat'' ein Zcitraum verstanden, der sich iiber zumindest mehrerc Jahre erstreckL 

Die in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen bispezifischen und trispeziflschen Antikorper weisen insbesondere 
die in den Patentanspruchen gekennzeichneten Eigenschaften auf, zumindest aber die im Anspruch 1 in den Merkmalen 
(a)-(e) gekennzeichneten Eigenschaften. Diese Antikorper konnen somit zur Induktion einer Tbmorimmunitat, bevor- 
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zugt einer Langzeit-T\imorimmunitat, bei Mensch und Tier verwendet werden, wobei hierfiir insbesondere die unter 
(a)-(e) des Anspruchs 1 genannten Eigenschaften vcrantwortlich sind. 

Zur Aktivierung der Fc-Rezeplor positiven Zelle darch den bsAk werden bevorzugt spezifische Subklassen bzw. Sub- 
klasscnkombinationcn dcs bsAk oder bei trispezifischen Antikorpem ein den Fc-Rezeptor erkenncnder Bindungsarm 
5 eingesetzt. Wie in in vitro Versuchen nachgewiesen werden konnte, sind bspw. bsAk der Subklassenkombination Maus- 
IgG2a/Ratte-IgG2b in der Lage, an Fc-Rezeptor positive Zeilen zu binden und diese gleichzeitig zu aktivieren, was zur 
Hochregulation bzw. Neuausbildung (Expression) von kostimulatorischen Antigenen wie z. B. CD40, CD80 oder CD86 
auf der Zelloberflache dieser Zellen fiihrt. Dagegen sind bsAk der Subklassenkombination Maus-IgGl/Ratte-IgG2b 
zwar in der Lage an Fc-Rezeptor positive Zellen zu binden (Haagen et al., Interaction of human monocyte Fey receptors 
to with rat IgG2b, J. Immunology., 1995, 154 : 1852-1860), konnen diese aber offenbar nicht in vergleichbarem Mafic ak- 
tivieren (Gast G.C., Haagen I.-A., van Houten A.A., Klein S., Duits A.J., de Weger R.A., Vroom T.M., Clark MR., J. 
Phillips, van Dijk A J.G., de Lau W.B.M., Bast BJ.E.G. CD8 T-cell activation after intravenous administration of CD3 x 
CD19 bispecific antibody in patients with non-Hodgkin lymphoma. Cancer Immunol. Immunother. 40 : 390, 1995). 

Wahrend der intakte bsAk die T-Zelle mit einem Bindungsarm (z. B. an CD3 oder CD2) bindet und gleichzeitig akti- 
15 viert, konnen kostimulatorische Signal c von der an den Fc-Teil des bsAk gcbundenen Fc-Rezeptor positiven Zelle an die 
T-Zelle ubermittelt werden. D.h. erst die Kombination von Aktivierung der T-Zelle fiber einen Bindungsarm des bsAk 
und der gleichzeitigen Obertragung von kostimulatorischen Signalen von der Fc-Rezeptor positiven Zelle auf die T-Zelle 
fiihrt zu einer effizienten T-Zellaktivierung (Abb. 1 A). Tumorspezifische T-Zellen, die an der Tumorzelle ungeniigend 
akti viert wurden und deshalb anerg sind, konnen durch das oben beschriebene erfindungsgemSBe Prinzip ebenfalls reak- 
20 tiviert werden (Abb. IB). 

"Oberraschenderweise konnte somit erfindungsgemaB eine lang andauemde Tumorimmunilat durch die erfindungsge- 
maBe Anwendung intakter T-ZeU-redirigierender bsAk induziert werden. Diese beruht auf der physiologischen Aktivie- 
rung von an den Tumor redirigierten T-Zellen durch 1) Bindung des bsAk an die T-Zelle, beispielsweise fiber den Ze li- 
re zeptor-Komplex, und 2) gleichzeitiger Vermitdung von kostimulatorischen Signalen durch FcR+ Zellen, die an den Fc- 
25 Teil des bsAk binden. 

Eine wichtige Voraussetzung fiir eine wirksame Induktion einer Tumorimmunitat ist demnach ein bsAk mit einem Fc- 
Teil, der in der Lage ist, FcR+ Zellen zu binden, die durch dieses Ereignis selbst akti viert werden und dadurch kostimu- 
latorische Signale an die T-Zelle vermitteln konnen. 

Aufgrund dieses Mechanismus konnen ebenfalls in Anergie befindliche tumorspezifische T-Zellen (besitzen einen T- 
30 Zell-Rezeptor [TCR], welcher tumorspezifische Peptide in Verbindung mit MHC-MolekUlen auf der Tumorzelle er- 
kennt) an der Himorzelle reakti viert werden und dadurch eine Toleranz gegen den Himor aufgehoben werden. 

Da die tumorspezifischen T-Zellen vollkommen andere PeptideAProteine fiber ihren TCR erkennen konnen als der 
bsAk mit seinem anti-Tumor-Bindungsarm, konnen ebenfalls, nach Aktivierung derartiger T-Zellen durch den bsAk, Tu- 
morzellen erkannt und zerstort werden, die von dem bsAk ursprunglich nicht erkannt werden konnten. D.h. der verwen- 
35 dete bsAk muB nicht alle TYimorzellen erkennen, um eine Tumorimmunitat zu induzieren, die spater alle TYimorzellen er- 
reicht Aus dieser Erkenntnis folgt weiterhin, daB relativ wenig intakter bsAk (100 ug-5 mg/Patient) ausreicht, um die 
erfindungsgemaBe Tbmorimmunitat zu erlangen. Da die Induktion einer derartigen Tumorimmunitat eine gewisse Zeit 
benotigt, sollte der Patient sich, bei Beginn der Therapie, in einer minimal residual disease (MRD)-Situation mit wenigen 
verbliebenen Tumorzellen befinden. Unter MRD versteht man den Zeitraum nach der Reduktion von groBeren Tumor- 
40 mengen mif 'geeigneten Methoden, wie z. B. der Entfemung des Primartumors durch chirurgische MaBnahmen, in dem 
noch residuelle Tumorzellen existieren, die zwar unter Umstanden nicht nachweisbar sind, aber nach einer gewissen Zeit 
zum Rezidiv fuhren. 

Diese hat fiir die hier beschriebene Hierapieform folgende \forteile: 

45 - Die Anzahl der Tumorzellen und damit das mSgliche Auftauchen von sogenannten "Escape-Mutanten", d. h. von 
Tumorvarianten, welche z. B. ein tumorspezifisches Peptid, das vom Immunsystem erkannt wird, nicht mehr pra- 
sentieren, ist stark reduziert 

- Selbst sehr schnell wachsende und aggressive Tumorvarianten haben nach erfolgter Immunisierung eine gerin- 
gere Chance, das Immunsystem quasi zu Oberrennen. 

50 

Die Hauptunterschiede zu einer konventionellen Krebstherapie mit bsAk liegen 

1. in der gcringen Menge von verabreichtem Antikorper (5ug-10mg, bevorzugt lOug-lOOug, weiterhin 
100 pg-5 mg/Patient); und 

55 2. im Zeitpunkt der Gabe des bsAk, bezogen auf das Krankheitsstadium (bevorzugt in einer MRD-Situation). Es 

wird bei dieser Form der Therapie nicht abgewartet, bis Himorzeilen, z. B. nach Entfemung eines Primartumors, 
wieder nachweisbar sind, sondem es wird prophylaktisch durch Gabe des intakten bsAk eine Art Impfung des Pa- 
tienten gegen seine Krebszellen durchgefuhrt; 

3. dies ist moglich, da bei derart gcringen Mengen von verabreichten intakten bsAk keine schwerwiegenden Ne- 
60 benwirkungen zu erwarten sind, die den enormen Vorteil - namlich das Ausbleiben von nicht mehr behandelbaren 

Metastasen - neutralisieren wurden; 

4. in der Induktion einer humoralen Immunantwort mit Komplement-fixierenden Antikorpem (beim Menschen die 
Isoptypen IgGl, IgG2 und IgG3), die in der Lage sind, Tbmorzellen zu zerstoren. 

65 Bei den erfindungsgemaB einsetzbaren Antikorpem handelt es sich vorzugsweise um monoklonale, chimare, rekom- 
binante, synthetische, halbsynthetische oder chemisch modifizierte intakte Antikorper mit beispielsweise Fv-, Fab-, 
scFv- oder F(ab) 2 -Fragmenten. 

Sind die erfindungsgemaB einsetzbaren Antikorper fUr eine invivo-Therapie vorgesehen, werden bevorzugt Antikor- 
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per oder Derivate oder Fragmente vom Menschen verwendet, oder solche, die derart verandert sind, daB sie sich fiir die 
Anwendung beim Menschen eignen (sogenannte "humanized antibodies") (siehe z. B. Shalaby et al, J. Exp. Med. 175 
(1992), 217; Mocikat et al., Transplantation 57 (1994), 405). 

Die Hcrstellung der verschiedenen obcn genannten Antikorpertypcn und -fragmente ist dem Fachmann gelaufig. Die 
Herstellung monoklonaler AntikSrper, die ihren Ursprung vorzugsweise in Saugetieren, z. B. Mensch, Ratte, Maus, Ka- s 
ninchen oder Ziege, haben, kann mittels herkommlicher Methoden erfolgen, wie sie z. B. in Kohler und Milstein (Nature 
256 (1975), 495), in Harlow und Lane (Antibodies, A Laboratory Manual (1988), Cold Spring Harbor) oder in Galfre 
(Meth. Enzymol. 73 (1981), 3) beschrieben sind. 

Feraer ist es moglich, die beschriebencn Antikorper mittels rekombinanler DNA-Tbchnologie nach dem Fachmann 
gelaufigen Techniken herzustellen (siche Kurucz et al., J. Immunol. 154 (1995), 4576; Hollinger et al., Proc. Nad. Acad. 10 
Sc. USA 90(1993), 6444). 

Die Herstellung von Antikorpern mit zwei verschiedenen Spezifitaten, den sogenannten bispezifischen Antikorpern, 
ist zum einen durch Anwendung rekombinanter DNA-Technologie moglich, aber auch durch die sogenannte Hybrid-Hy- 
bridoma-Fusionstechnik (siehe z. B. Milstein et al., Nature 305 (1983), 537). Hierbei werden Hybridomazellinien, die 
Antikorper mit jeweils einer der gewiirischten Spezifitaten produzieren, fusioniert und rckombinante Zcllinien idcntifi- 15 
ziert und isoliert, die Antikorper mit beiden Spezifitaten produzieren. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Problem kann sowohl durch bispezifische als auch trispezifische Antikorper ge- 
lost werden, sofern sie die im Anspruch 1 gekennzeichneten Eigenschaften und Wirkungen aufweisen. Nachfolgend wird 
die Herstellung von Antikorpern mit Zwei- und Dreispezifitaten naher beschrieben. Die Bereitstellung derartiger bispe- 
zifischer und trispezifischer AntikQrper gehOrt zum Stand der Technik, und auf die derartige Herstellungstechniken be- 20 
schreibende Literatur wird hier voll inhaltlich Bezug genommen. 

Die Herstellung von Antikorpern mit drei Spezifitaten, sogenannten trispezifischen Antikorpern, durch die das der Er- 
findung zugrunde liegende Problem ebenfalls losbar ist, kann beispielsweise derart erfolgen, daB an eine der schweren Ig- 
Ketten eines bispezifischen Antikdrpers eine dritte Antigenbindungsstelle mit einer weiteren Spezifitat, z. B. in Form ei- 
nes "single chain variable fragments" (scFv), angekoppelt wird. Das scFv kann beispielsweise Ober einen 25 

-S-S(G 4 S) n D-I-Linker 

an eine der schweren Ketten gebunden sein (S = Serin, G = Glycin, D = Aspartat, I = Isoleucin). 

Analog dazu konnen trispezifische F(ab) 2 -Konstrukte hergestellt werden, indem die CH2-CH3-Regionen der schwe- 30 
ren Kette einer Spezifitat eines bispezifischen Antikdrpers ersetzt werden durch ein scFv mit einer dritten Spezifitat, wah- 
rend die CH2-CH3-Regionen der schweren Kette der anderen Spezifitat beispielsweise durch Einbau eines Stopcodons 
(am Ende der "Hinge"-Region) in das codierende Gen, z. B. mittels homologer Rekombination, entfernt werden (siehe 
Abb, 4). 

Moglich ist auch die Herstellung trispezifischer scFv-Konstrukte. Hierbei werden drei VH- VL-Regionen, die drei ver- 35 
schiedene Spezifitaten reprasentieren, hintereinander in Reihe angeordnet (Abb. 5). 

ErfindungsgemaB werden z. B. intakte bispezifische Antikorper verwendet Intakte bispezifische Antikorper sind aus 
zwei Antikdrper-Halbmolekiilen (je eine H- und I^Immunglobulinkette), die jeweils eine Spezifitat reprasentieren, zu- 
sammengesetzt, und besitzen daruber hinaus, wie normale Antikorper auch, einen Fc-Teil mit den bekannten Effektor- 
funktionen. Sie werden bevorzugt durch die Quadrom-Technologie hergestellt Dieses Herstellungsverfahren ist bei- 40 
spielhaft in der DE-A-44 19 399 beschrieben. Auf diese Druckschrift, auch bzgL einer Definition der bispezifischen An- 
tikorper, wird zur voilstandigen Offenbarung vollinhaltlich Bezug genommen. Selbstverstandlich sind auch andere Her- 
stellungsverfahren einsetzbar, solange sie zu den erfindungsgemaB notwendigen intakten bispezifischen Antikorpern der 
obigen Definition fiihren. 

Beispielsweise konnen in einem neu entwickelten Herstellungsverfahren (8) intakte bispezifische Antikorper in aus- 45 
reichender Menge produziert werden. Die Kombination von 2 bispezifischen Antikorpern gegen 2 unterschiedliche tu- 
morassoziierte Antigene (z. B. c-erb-B2, ep-cam, beispielsweise GA-733-2 = C215) auf den Mammakarzinomzellen mi- 
nimiert die Gefahr, dafi Himorzellen, die nur ein Antigen exprimieren, unerkannt bleiben. 

Bispezifische AntikSrper konnen mit einem Bindungsarm an den T-Zellrezeptor-Komplex der T-Zelle, mit dem zwei- 
ten Bindungsarm an tumorassoziierte Antigene auf der Ibmorzelle binden. Sie aktivieren dabei T-Zellen, die durch Frei- 50 
setzung von Cytokinen oder Apoptose-vermittelnde Mechanismen die Tumorzellen zerstdren. DarUber hinaus besteht 
die Moglichkeit, dafi T-Zellen im Rahnten der Aktivierung mit bispezifischen Antikorpern tumorspezifische Antigene 
fiber ihren Rezeptor erkennen und dadurch eine dauerhafte Immunisierung eingeleitet wird (Abb. IB). Von besonderer 
Bedeutung ist dabei der intakte Fc-Teil des bispezifischen Antikdrpers, der die Bindung an akzessorische Zellen wie z. B. 
Monozyten/Makrophagen/Dendriten vermittelt und diese veranlaBt, selbst zytotoxisch zu werden und/oder gleichzeitig 55 
wichtige kostimulatorische Signale an die T-Zelle weiterzugeben (Abb. 1). 

Auf diese Weise kann auch eine T-Zellantwort gegen bislang unbekannte, tumorspezifische Peptide induziert werden. 

Durch Redirektion von u. U. anergisierten, tumorspezifischen T-Zellen an Tumorzellen mittels bsAkbei gleichzeitiger 
Kostimulation derartiger T-Zellen durch akzessorische Zellen, welche an den Fc-Teil des bsAk binden, wird die Anergie 
der CTLs aufgehoben werden. D.h. eine im Patienten gegen den Himor existierende T-Zell-Toleranz wird erfindungsge- 60 
maB mittels intakter bsAk gebrochen und damit eine dauerhafte Ibmorimmunitat induziert 

Hierfur gibt es erste in vivo-Daten aus Mausversuchen, die auf eine derartige dauerhafte Tumorimmunitat nach Be- 
handlung mit einem syngenen Tbmor und intakten bsAk hinweisen. In diesen Versuchen iiberlebten insgesamt 14 von 14 
Heren, die nach einer ersten lYimorinjektion erfolgreich mit bsAk behandelt werden konnteq, eine weitere Tlimorinjek- 
tion 144 Tage nach der ersten - ohne eine erneute Gabe von bsAk (siehe Beispiel 1). 65 

Bei der erfindungsgemaBen Immunisierungsstrategie werden beispielsweise intakte bsAk verwendet, die in der Lage 
sind, FeyRI+ Zellen Ober ihren Fc-Teil zu binden. AuBerdem besitzen die erfindungsgemaB verwendeten bsAk als zweite 
Spezifitat beispielsweise anti-CD3 neben der tumorzellbindenden Spezifitat, d. h. sie sind befahigt, durch den zweiten 
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Bindungsarm an T-Zellen zu binden. Mit den erfindungsgemaB verwendeten bsAk werden also T-Zellen aktiviert und ge- 
gen die T\jmorzellen redirigierL 

Es wurdc auch versucht, durch Behandlung mit bispezifischen Ffab^-Fragmenten mit den Spezifitaten anti-c-erb-B2 
x antiCD64 einc Tumorimmunitat zu erreichen. Der Hauptnachteil von bsF(ab*)2-Fragmenten liegt darin, daB aufgrund 

5 der verwendeten Spezifitaten lediglich FcyRI+ Zellen an den Tumor redirigiert werden. T-Zellen werden durch diesen bi- 
spezifischen Antikorper nicht an den Tumor redirigiert. Die bsF(ab')2-Fragmente besitzen zwar auch das Potential zur di- 
rekten Tumorzerstorung, sind aber nicht in der Lage, selber eine Tumorirnrnunitat zu etablieren. Dazu ist nur die T-Zelle 
mit ihrem spezifischen T-Zellrezeptor befahigt. Die FcyRI+ Zellen konnen zwar indirekt durch Presentation von tumor- 
spezifischen Peptiden (Uber MHC I bzw. MHCH) nach z. B. Phagozytose von Himorzellbestandteilen tumorspezifische 

10 T-Zellen aktivieren, die Effizienz der Induktion einer Tumorimmunitat ist hier aber nicht ganz so hoch (nur bei 30% der 
Patienten). 

Weitere Vorteile von intakten bsAk mit der Fahigkeit zur Redirektion von T-Zellen gegenuber den o.g. bsF(ab02 Frag- 
menten sind im einzelnen: 

15 1. An intakte bsAk konnen Fc-Rezeptor positive Zellen binden und einerseits tiber ADCC (antibody-dependent 

cell- mediated cytotoxicity) direkt zur Tumorzcrstorung beitragen sowie andercrseits wie oben naher ausgefuhrt zur 
T-Zellaktivierung. 

2. bsAk mit Fc-Anteil besitzen eine wesentlich langere Zirkulationszeit als z. B. bsF(ab')2 oder bs(scFv) Antikor- 
perfragmente, so dafi wesentlich geringere Dosen intakter Ak-Molekule fur eine vergleichbare anu-Tumorwirkung 

20 notwendig sind. 

3. Durch die erfindungsgemaBe Verwendung intakter bispezifischer AntikSrper sollen insbesondere residuelle Tu- 
morzellen/Mikrometastasen zerstort werden, Im Gegensatz zur Behandlung solider Tumoren oder groBerer Meta- 
stases bei denen die oben erwahnten Antikorperfragmente Vorteile besitzen konnten, da sie aufgrund ihrer gerin- 
geren GroBe eine bessere Tumorpenetration ermoglichen. 

25 4. Durch intakte T-ZeU-redirigierende bsAk werden auch anergisierte tumorspezifische T-Zellen an die Tumorzelle 

herangeftihrt, die erfindungsgemaB direkt am Tumor reaktiviert werden konnen. Dies kann durch ein bsF(ab')2- 
Fragment mit den Spezifitaten anti-CD64Xanti-tumorassoziiertes Antigen nicht erreicht werden. 
5. Ein bsF(ab')2-Fragment mit den Spezifitaten anti-CD64Xanti-tumorassoziiertes Antigen kann lediglich eine Tu- 
morimmunitat in 30% der Patienten erzielen, wahrend erfindungsgemaB in Mausversuchen mit T-ZeU-rcdirigieren- 

30 den intakten bsAk ein Schutz in 100% der Tiere erzielt werden konnte. 

Die Bindung des bsAk an Fcy-RI besitzt zwei wesentliche Vorteile im Hinblick auf eine optimale anti-Tumorwirksam- 
keit: 

Fcy-RI positive Zellen besitzen die Fahigkeit mittels ADCC Tumorzellen zu eliminieren (11) und konnen insofern syn- 
35 ergistisch zur anti-Tumorwirkung der durch den bsAk an die Tumorzelle herangefiihrten cytotoxischen T-Zellen beitra- 
gen (13). 

1. Fcry-RI positive Zellen (wie z. B. Monozyten/Makrophagen/-Dendriten) sind in der Lage, wichtige kostimulato- 
rische Signale, ahnlich wie bei der Antigen-Prasentation, der T-Zelle zu liefern und damit eine Anergisierung der T- 

40 Zelle zu'verhindern. Wie in Abb. 1 gezeigt kSnnen weiterhin, als erwunschtes Nebenprodiikt, aufgrund der durch 
intakten bsAk vermitteiten Interaktion von T-Zelle mit akzessorischer Zelle und Tumorzelle sogar T-Zellen, deren 
T-Zellrezeptor tumorspezifische Peptide (tiber MHC Antigene auf der Tbmorzelle prasentiert) erkennt, stimuliert 
werden. Die fur eine korrekte Aktivierung der T-Zelle notwendigen Kostimuli wtirden in dieser Konstellation von 
der akzessorischen Zelle (z. B. Monocyt) geliefert werden. Insofern sollte der erfindungsgemaBen Losung neben 

45 der direkten T-Zellrezeptor-unabhangigien durch bsAk vermitteiten Tumorzers toning (Abb. 1 A), ebenfalls tumor- 
spezifische T-Zellen aktivieren und generieren (Abb. IB), die nach Abbau der bsAk weiterhin im Patienten pa- 
trouillieren. D.h. mittels intakter bsAk kann ahnlich wie bei gentherapeutischen Ansatzen (z. B. durch Einbau von 
kostimulatorischen Antigenen wie B-7 in die Tumorzelle) die Tumortoleranz im Patienten durchbrochen werden. 

50 Gunstig in diesem Zusammenhang ist weiterhin, daB die Expression von Fcy-RI nach G-CSF-Behandlung auf den ent- 
sprechenden Zellen hochreguliert wird. 

Beispiel 

55 Zur Priifung der Frage, ob bispezifische Antikdrper eine Tumorirnmumtat induzieren konnen, wurden C57BL/6 Mau- 
sen zunachst 5 x 10 3 syngene B 16 Tumorzeilen injiziert. Zwei Tage spater wurde eine Gruppe von Mausen (Anzahl 18) 
mit einem mittels Quadrom-Technologie (8) hergestellten intakten bsAk behandelt,. welcher eine Zielstruktur epCAM 
(C215 = tumorassoziiertes Antigen) auf der Tumorzelle sowie CD3 auf T-Zellen erkennL Dieser bsAK hat die Subklas- 
senkombination IgG2a/Ratte IgG2b. Eine zweite Gruppe (Anzahl 6) erhielt lediglich eine aquimolare Menge von Fab- 

60 Fragmenten der beiden im bsAk enthaltenen Spezifitaten. Wahrend alle Tiere der Fab-Kontrollgruppe innerhalb von 56 
Tagen verstarben oder eingeschlafert werden muBten, tiberlebten 14 der 18 mit bsAk behandelten Here. 144 Tage nach 
der ersten Injektion von T\jmorzellen wurde den uberlebenden 14 Heren emeut eine Dosis von 750 B16 Tumorzeilen, 
diesmal ohne Gabe von bsAk, i.p. injiziert. Zur Kontrolle wurde 5 unbehandelten Tleren dieselbe TVimorzellzahl verab- 
reicht Wahrend das letzte Her der unbehandelten Kontrollgruppe 66 Tage nach 1\imorinjektion eingeschlafert werden 

65 muBte, tiberlebten alle mit bsAk behandelten Here (Oberwachungszeitraum: 120 T^ge nach zweiter Tumorzell-Injek- 
tion). Siehe auch Abb. 2A und B: Oberlebenskurven der beiden aufeinanderfolgenden, oben beschriebenen, Experi- 
mente. 

Diese Versuche zeigen, daB es moglich ist, mit den erfindungsgemaB bereitgestellten bispezifischen Antikorpem, aber 
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auch mit den trispezifischen Antikorpem, eine lang andauerende Tumorimmunitat zu induzieren. Es ist davon auszuge- 
hen, daB diese Ergebnisse auch auf den Menschen zu tibertragen sind, wobei hier von einer Himor-Langzeitimmurutat 
zumindest iiber mehrere Jahre hinwcg auszugehen ist. 

Nachweis der Induktion einer humoralen Immunantwort mittels intakter bsAk und deren prognostische Bedeutung fur 5 

das Oberleben von Patienlen oder Tieren 



Neben der zellularen Immunitat, die hauptsachlich von den T-Zellen getragen wird, spielt die humorale Immunitat bei 10 
der Tumor-Erkennung und -Zerstorung eine ebenso wichtige Rolle. Dies belegen eine Reihe von Unlersuchungen, bei- 
spielsweise eine Arbeit von Rodolfo et al. (J. Immunol. 157, 5536, 1996). Rodolfo et al. konnten zeigen, daB (1) durch 
die Gabe von IL-12 bzw. IL-2 transduzierter Tumorzell-Vakzine tumorspezifische T-Zellen induziert werden; (2) eine ef- 
fektive humorale Immunantwort mit Komplement-fixierenden Antikorpem nur mit den IL-12 transduzierten Tumorzel- 
len erzeugt werden konnte. Interessanterweise Uberlebten in diesen Versuchen nur Tiere, die Kompiement-fixierende An- 15 
tikorper miL anli-Tumorspezifitat entwickelt hatten. 

In erfindungsgemaB durchgefuhrten in vitro- Versuchen konnte gezeigt werden, daB mittels der hier beschriebenen in- 
takten bispezifischen Antikorper aufgrund der Bindung und Aktivierung von Fcy-Rezeptor positiven Zellen (siehe Abb, 
1) von diesen Cytokine, beispielsweise IL-12, gebildet und sezerniert werden (siehe Anhang Tabelle 1). Insofem konnte 
mit den hier beschriebenen intakten bsAk ohne Gentransfer- die Produktion von Cytokinen induziert werden, die anson- 20 
sten nur mit Gentransfer im Rahmen von gentherapeutischen Ansatzen zur Expression gebracht werden konnen. Die Be- 
obachtung ist deshalb so wichtig, weil IL-12 offensichtlich eine wichtige Rolle bei der Induktion einer anti-Tumor-Im- 
munitat spielL 

In den im obigen Bsp. 1 gezeigten Tierversuchen konnten in den uberlebenden Mausen, nach bsAk-Behandlung, am 
Tag 143 nach Tumor-Gabe im Schwanzblut tumorreaktive Kompiement-fixierende Antikorper nachgewiesen werden. 25 
Dies zeigt, daB fur das Oberleben der Tiere derartige AntikSrper zumindest mit verantwortlich waren, da in verstorbenen 
Tieren keine oder nur geringe Mengen dieser Antikorper nachgewiesen werden konnten (lab. 2). 

Die vorstehend beschriebenen Versuche wurden anhand bispezifischer Antikorper durchgefuhrt. Anstelle der bispezi- 
fischen k5nnen aber auch die in der Anmeldung beschriebenen trispezifischen AntikSrper mit den gleichen Ergebnissen 
eingesetzt werden. 30 

Wie beschrieben werden durch die Behandlung mit den erfindungsgemaB bereitgcstellten bispezifischen und trispezi- 
fischen Antikorpem tumorreaktive Komplement-bindende Antikorper generiert, die fur die Induktion einer humoralen 
Immunantwort stehen. Dies und die Anregung der Produktion von Cytokinen wie IL-12, diirfte fiir die erfindungsgemafie 
Induktion einer Langzeit-Tumorimmunitat zumindest mit verantwortlich sein. Es ist deshalb auch moglich, die Menge an 
Komplement-bindenden tumorreaktiven Antikorpern, die durch Behandlung mit bispezifischen oder trispezifischen An- 35 
tikorpern gemaB der Erfindung induziert wurden, zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs (Prognostik) eines Himorpa- 
tienten zu verwenden. Je hoher die Menge an tumorreaktiven Komplementfixiercnden Antikorpem ist, desto gunstiger 
die Prognostik des Tumorpatienten. 

Die erfindungsgemaB offenbarte Verwendung z. B. intakter bispezifischer Antikorper erfolgt nach der Behandlung ei- 
nes Primartumors, bevorzugt bei Patienten in einer minimal residual disease (MRD)-Situation. Nur bei Patienten mit we- 40 
nigen verbtiebenen Tumorzellen, bei denen allerdings die Gefahr eines Rezidivs hoch ist, wird die erfindungsgemafie 
Verwendung intakter bispezifischer Antikorper Bedeutung erlangen. 



Anstieg von Oberflachenantigenen auf CD14+Zellen (Makrophagen, Monozyten) bzw. Sekretion von Cytokinen nach in 
vitro Inkubation von PBMC mit intakten bsAk und Tumorzellen nach 20h 



Beschreibung 



TabeUel 



45 



Antigen 



ohne Ak 



mitbsAk 



50 



CD40 



+ 
+ 
+ 
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+ 



++ 
-H-f 



CD80 (B-7.1) 
CD86 (B-7.2) 
CD25 (DL-2R) 
MHCH 



55 



bsAk 



+ 



60 



Mit PCR nachgewiesene Cytokine : IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12 (nur mit bsAk); TNF-a 
(sowohl mit bsAk als auch mit der Kombination der parentalen Antikorper) 
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Tabetle 2 

B16-Melanom Rechallenge Versuch (siehe Bsp. 1). Testung der Seren (aus Schwanzblut) von (Iberlebenden Heren 
(1-13) sowie am T\imor verstorbener Here (14-17) auf tumorreaklive Antikorper 
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a) Die Mefiungen wurden im FACScan (Becton-Dickinsoa) durchgefuhrt. Die tumorgebundenen 
Antikorper wurden mit polyklonalem fluoreszenzmarkiertem Ratte anti-Maus Antikdrper nachgewiesen. 
Der Zahlenwert ist ein MaB fur die Fhioreszenzintensttit 

b) Untersuchung der tumorreaktivea Mausseren wie unter a) abermit Isotyp-spezifischen 
Nachweisantikdrpem gerichtet gegen mIgG2a (Komplement-flxierend) bzw. trugGl (nicht Komplement- 
fixierend) 
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Patentanspruche 35 

1. Verwendung eines intakten bispezifischen oder trispezifischen Antikorpers mit den nachfolgenden Eigenschaf- 
ten und Wirkungen: 

(a) bindet an eine T-Zelle und vermittelt ihr ein 1. Aktivierungssignal; 

(b) bindet an tumorassoziierte Antigene auf einer TXimorzelle; 40 

(c) bindet durch seinen Fc-Tfeil (bei bispezifischen Antikorpem) oder eine dritte Spezifital (bei trispezifischen 
Antikdrpem) an den Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor positiven Zellen; 

(d) aktiviert die Fc-Rezeptor positive Zelle durch seine Bindung an die Fc-Rezeptor positive Zelle, wodurch 
die Expression von Cytokinen und/oder von kostimulatorischen Antigenen initiiert oder erhSht wird; 

(e) die kostimulatorischen Antigene Ubertragen an die T-Zelle zumindest ein 2. Aktivierungssignal, das fur 45 
eine physiologische Aktivierung der T-Zelle benOtigt wird, wobei sich diese Aktivierung in der Hochregula- 
tion von Aktivierungsmarkern, der Zerstorung der Tumorzelle und/oder in einer Proliferation der T-Zelle zeigt; 

zur Induktion einer l\imorimmunitat bei Mensch und Her. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper weiterhin zur Reaktivierung von in 
Anergie befindlichen, tumorspezifischen T-Zellen befahigt ist 50 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper weiterhin befahigt ist, die tu- 
morspezifischen T-Zelien, die iiber den T-Zeil-Rezeptor ein tumors pczifisches Peptid, welches Uber MHC Klasse I 
und/oder Klasse IE auf Tumorzellen prasentiert wird, erkennen, nach Bindung durch den bispezifischen oder trispe- 
zifischen Antikorper wie unter (e) beschrieben ebenfalis zu aktivieren. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper zur Induktion von tumor- 55 
reaktiven Komplement-bindenden Antikdrpem und damit zur Induktion einer humoralen Immunantwort befahigt 

ist 

5. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Anti- 
korper Uber CD3 oder CD2, CD5, CD28 und/oder CD44 an die T-Zelle bindet. 

6. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Anti- 60 
korper zur Bindung an Fc-Rezeptor positive Zellen befahigt ist, die einen Fcy-Rezeptor I, II oder m aufweisen. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper zur Bindung an Monozyten, Makro- 
phagen und/oder Dendriten als Fcy-Rezeptor I positive Zellen befahigt ist 

8. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ex- 
pression von CD40, CD80, CD86, ICAM- 1 und/oder LFA-3 als kostimulatorische Antigene oder/und die Sekretion 65 
von Cytokinen durch die Fc-Rezeptor positive Zelle initiiert oder erhtfht wird. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Zytokine IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 11^ 12 
und/oder TNF-a sind. 
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10. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Bin- 
dung an die T-Zelle Uber den T-Zell-Rezeptor-Komplex der T-Zelle erfolgt 

11. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprtlche, dadurch gekennzeichnet, daB der bi- 
spezifische AntikSrper ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-1\imorassoziier- 
tes Antigen- und/odcr anti-CD5 X and -Tumor- assoziicrtes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- Antikorper ist. 

12. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der bi- 
spezifische Antikorper ein heterologer Ratte/-Maus bispezifischer Antikorper ist 

13. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der bi- 
spezifische Antikorper ein heterologer bispezifischer Antikorper ist, ausgewahlt aus einer oder mehreren der nach- 
folgenden Isotypkombinationen: 

Ratte-IgG2b/Maus-IgG2a, 

Rattc-IgG2b/Maus-IgG2b, 

Ratte-IgG2b/Maus-IgG3, 

Ratte-IgG2b/Human-IgGl, 

Ratte-IgG2b/Human-IgG2, 

Ratte-IgG2b/Human-IgG3[orientaler Allotyp G3m(st) = Bindung an Protein A], 

Ratte-IgG2b/Human-IgG4, 

Ratte-IgG2b/Ratte-IgG2c, 

Maus-IgG2a/Human-IgG3 [kaukasische Allotypen G3m(b+g) = keine Bindung an Protein A, im folgenden mit * 
gekennzeichnet] 

Maus-IgG2a/Maus-[VH-On,VL-C^ 

Maus-IgG2a/Ratte-[\^-CHl,VI^CL]-Human-IgGl-[ffinge]-Hum^ 

Maus-IgG2a/Human-[VH-Oil,VI^CL]-Human-IgGl-[Hinge]-Human-IgG3*- 

Maus-[VH-011,VI^aj-Human-IgGl/Ratte-[^ 

CH3] 

Maus-[ VH-CH 1 , VL-CL]-Human-IgG4/Ratte-[ VH-CH 1 , VL-CL]-Human-IgG4- [Hinge]-Human-IgG4 [N-termi- 

nale Region von CH2]-Human-IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251 ]-Human-IgG3* [CH3] 

Ratte-IgG2bMaus-[VH-CTil,VL-CL]-Human-IgGl-[Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2bMaus-tVH-OIl,VL-a.]-Human-IgG2-[Hinge-CH2-OT 

Ratte-IgG2bMaus-[W-OIl,VL-a.]-Human-IgG3-[Hmge-CH2-ClI3 orientaler Allotyp] 

Ratte-IgG2bMaus-tVH-OIl,VI^a.]-Human-IgG4-[Hmge-CH2-CH3]-Huma^^ 

CL]-Human-IgGl-[Hinge]-Human-IgG3*-[CH2-CH3] 

Human-IgGl/Ratte-t\^-CHl,VL-CL]-Human-IgGl-[Hinge]-Hu [N-terminale Region von CH2]-Hu- 

man-IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3* [CH3] 

Human-IgG 1/Maus- [VH-CH 1 , VL-CL]-Human-IgG 1 -[Hinge]-Human-IgG4 [N-terminale Region von CH2]-Hu- 
man-IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3* [CH3] 

Human-IgGl/Ratte-[VH-OIl t VL-CL]-Human-IgGl-[Hinge]-Human-IgG2 [N-terminale Region von CH2]-Hu- 
man-IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3* [CH3] 

Human-IgGl/Maus-[VH-ClIl,V]^Cl.]-Human-IgGl-[Hinge]-Human-IgG^ [N-terminale Region von CH2]-Hu- 

man-IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3* [CH3] 

Human-IgGl/Ratte-[VH-CHl,VIXX]-Hum 

Human-IgGl/Maus-[VH-CTl,VIX^ 

Huinan-IgG2/Human-[VH-an,VI^ 

Human-IgG4/Human-[VH-011,VIXX]-Hu 

Human-IgG4/Human-[VH-CHl,VIXX]^ [N-terminale Region von CH2]-Hu- 

man-IgG3* [C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human-IgG3* [CH3] 
Maus-IgG2b/Ratte-[VH-CTll,VL-CX]-Human-IgGl-[Hmge]-Human-IgG3* 
Maus-IgG2b/Human-[VH-CHl,Vl^CXJ-Human-IgGl-[Hmge]-Human-IgG3* 
Maus-IgG2b/Maus-[VH,CHl,VIXX]-Human-IgGl-[Hinge]-Human^ 

14. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der tri- 
spezifische Antikorper ein anti-CD3 X anti-Tu mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-T\imorassoziier- 
tes Antigen- und/oder anti-CDS X anti-tu mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-T\i mor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor- as soziiertes Antigen-Antikorper mit einem zusatzlichen anti-Fc-Re- 
zeptor-Bindungsarm ist 

15. Verwendung eines Antikorpers nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche in einer Menge von 
5 ug-10 mg/Patient in einer minimal residual disease (MRD)-Situation. 
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Heterologer chimerisierter bispezifischer AntikOrper der 

ISOtypcnkombination : Maus-[VH-CH1, VL-CL].Human-IgGl/Ratte-[VH<Ml p 
VIXX].Human-IgGl-IHingc].Huraan IgG3-[CH2-CH3] 



Antigen- 
bindtmgsstelle 




Fab 



Hinge Region Human IgGl 



Hinge Region Human IgGl 




schwere Ig-Ketten 



CH2-CH3 Human IgG3 



CH2-CH3 Human IgGl 



802 128/457 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



ABBILDUNG 4 



Nummer: 
Int CI. 6 : 

Veroffentlichungstag: 



DE19710497C2 
A 61 K 39/395 
9. Juli 1998 




tumorassoziiertes Antigen 



802128^457 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummen 
Int. CI. 6 : 

Veroffentlichungstag: 



DE19710497C2 
A 61 K 39/395 

9. Juli 1998 



ABBILDUNG 5 




tumorassoziiertes Antigen 



802 128/457 



